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High yields of proteins *°*«^?£^£%^t an elec. field, 
using 1 of 9 strains of Azotobacter in tne preset* 

an example using A. vinelandii (strain 382 DSM) .with ■^Jd^^, >. 
C-source, the application of ^ha^ when the 

increased the total amino acid prodn. 258% relative to ^ 

elec. Q 
field was not applied. 
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"Metodo de ob*ncl6r. de protelnos y aminoocldos para lo atlmentoclon, por 

trofomiento etectronlco de microorganism* f!jador« de N/ 
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Muchos naclones subdesarrolladas no pueden tener un mfnlmo 
nivel protefnico y esta es fa causa mas Important© del hambre en estos pafses. Estas 
circunstanclas han 1 leva do a labusqueda de nuevos camlnos para conseguir nuevas 
reserves de protefnas, como ocurre en EE.UU. que es el principal exportador de 
semlllas oleaglnosas. En Europa Occidental el 80% de las protefnas de origen ani^ ^ 
mal proceden de la Importacfon/slendo del orden del 90% en la Comunldad Ecoho Q- 
mica Europea. En vista de estos 'datos, la Comislon de Agrlcultura del MercadoCo 
mun se muestra pesimista al respecto y espera que en I960 aun seguiro Importando 
el 90%, 

- CO 

Por otra parte, el coste de los fertlllzantes ha aumentado enorme ^ 

mente en los ultlmos clnco alios, Incldlendo per conslgulente en el mayor coste de — 

los allmentos y eh la restriccloh del sumlnlstro dietetlco de los pafses mas subdesarro ^ 

Ilados. ^ 

Tambfen, el alto coste del proceso Haber para slntetlzar amonfaco, (f) 
es consecuencla de la sublda del petroleo, pues el hldrogeno requerldo en dlcha sin ^ 
tesls precede del gas natural o de los crudos y requlere ademds una gran cantldad de 
energfa para su combinaclon, por cuya razon, el coste de los fertlllzantes nlrroge 
nados esta fntlmamente relacionado con el cost© de los combustibles. 

Podemos asegurar que para la production de protefnas es nece 
sarlo conseguir rtcos fertlllzantes nttrogenados y que estos, qufmlca o mlcroblolo 
gtcamente proceden del nltrogeno atmosfertco, Cerca del 25% del nltrogeno f l|a 
do es amonfaco slntetizado por el proceso Haber, el resto, que se estlma en 150 mj^ 
Hones de toneladas metriccs porxmo, proceden de la fljaclon mlcroblologlca , El 
proceso de la fljaclon del Nj# Impltca et consumo de una gran cantldad deeier- 
gfa que es sumlnlstrada por el metabollsmo de los glucldos mediante el ATP. La 
molecula clave en la vfa de fljaclon del Nj* « la nltrogenosa, que esta 
forma da por las hlerro- sulfo - protefnas. El transporte de electrones — 
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tier* lugar a troves de las dos componentes de la nltrogenasa para Negcr o la complete 
reduccfon del N 2 y posterior conversion en glufamtna por reacclon con el glutomato y 
la glutamlnsltefasa de la celula. 

Todo el complejo sistema se puede resumlr en una reouccion del por 
transferencla electronlca medlante los ctomos de re y Mo. 

Este merodo de aplicaclon electronlca a cultlvos de mlcroorganlsmos 
fijadores de (Azotobccter ), demuestra que es poslble actlvar el complejo mecanlsmo 
de la aslmllaclon del N^, conslgulendo aumenfar en gran parte la blosfntesls de amlno- 
acldos y dfrlgfr su metabolism© segun el tlpo de onda sumtntstrada y la frecuencia de la 
mlsma. 

Esta acttvaclon ttene lugar medlante los lones de hlerro de las ferrodaxlnas, 
+2 +3 

puesto que el equlllbrlo de los lones Fe / Fe de los Ifquldos metabolic©* en los cul- 

« *t*2 

tivos de Azotobacter , es alterado en el sentido de aumentar la proporclon de Fe cuan 
do son suministrados campos electrlcas. 

En mlcroorganlsmos que fijan no se conocen experlenclas en las que 
sean apHcadas ondas electrlcas para estudiar sus efectos, por lo ope este merodo propor- 
clona nuevos camlnos para el estudlo de la RlaclSn del N 2 y para la sfntesls de protefnas 
y aminoaefdos que son altamente potenclados segun el Hpode onda electrlca, potenclal, 
Intensldad y frecuencia de la mlsma. 

El rendlmlento de obtenclon de protefnas y aminoaefdos por mlcroorga- 
nlsmos que fijan con este merodo electronic© puede ser oumentado al Ir esfudlando 
todas las constantes electrlcas en los puntos en que Influyen mas favorablemente en la bio 
sfntesls de amlnoacldos. 

Utlllzando, unlcamente melaxas de remolachas al 2% como sustrato y 
apllcando ondas cuadradas de 62 mA, 20 Hz y 7 V en fermentadores de 4 litres de medio, 
es poslble consegulr celulas de Azotobgcter vlnelandll (208 CECT) que contlenen un - 
56,3% de amlnoacldos, slendo destacable por iu Importancfa en la allmentaqlon la pro 
porclon de metlonlna (6,57%), llslna (4,85%) y otros aminoaefdos esenclales, que por lo 
acclon de los campos electrlcas apllcadas, fueron potenclados con relaclon a los fermen_ 
tadores testlgo, 13,41 veces mas en la concentraclon de metlonlna, 4,90 veces en la 
tlroslna, 1,92 en la alcnlna y un 60% mas en el total de fodos los amlnoacfdo^anallzo- 
dos. 
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La tuperflde de los electrodes sumerglda en el IfqulJo metabolfco era 
la correspondlente a un hflo de platlno de 5 cm de longltud y 0,~40 mm de dlametro. 

Cuando apllcabamos los compos electrlcos en un fermentador do 5 lltros 
de capacldad con 4 lltros de medio de cultlvo, fnstalamos electrodos do platlno con una 
superficle sumerglda de 10 x 0,5 cm. 

Las ondas electrlcas surafnlstnadas a los cultlvos procedfan de un gene- 
rador modelo Exact de un rango de frecuenclas de 0 a 2 MHz, sfendo las frecuenclas - 
5 Hz y 200 KHz de ondas slnusoldales op 1 1 codas en los cultlvos de Azotaboxter, los pun- 
tos optimos en la actfvacion del proceso reproductive de las celulas. 

La temperatura de todos los cultlvos foe de 28*C durante todo el'tlem- 
po de Ineubaclon. Pasamos un caudal de aire esterfl, saturado de humedad, de 150 II- 
tros /horas a una preslon de 1 Kg/cm , cuando los cultlvos fueron Incubados en un fer- 
mentador de 5 litros de capacidad con 4 litres de. medio de cultlvo y los ma traces de 250 
ml, con 100 ml de medio se fncubaron en un Incubador orbital (Controlled Environment 
Incubator Shaker N.B.S.) a 170 r.p.m. y 28*C. 

REIV1NDICAC1QNES 

Se relvlndlca como de nueva y propla Invenclon la propledad y explo 
c?6n exclusive de: 

1) "METODO DE OBTENCION DE PROTEINAS Y AMINQACIDOS r 
ESENCIALES PARA IA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELECTRON ICO DE Ml." 
CROORGANISMOS FUADORES DE oaracterizado porque a un cultlvo de mfcro- 
organlsmos fljadores de N 2 # se le apltca un campo electrlco de ondas slnusoldales y - 
ondas cuadradas, cuyo rango de frecuencla osclla entre 0 y 2 MHz conslgulendose un 
clevado ctumento en el contenldo en peso de cos! todos los omlnoacldos del Ifquldo me- 
fabollco. 

2) Un roe todo, segun relvlndlcaclon 1, y oaracterizado por el empleo 
de nueve estfrpes de Azotobacter como mlcroorganlsmo fljodor de N^. 

3) Un mStodo, segun relvlndlcaclones 1 y 2, y oaracterizado porque el 
mlcroorganlsmo empleodo es Azotobacter vlnelondll 206 CECT y la composlclo^ del me- 
dio de cultlvo es (g/l) I^HPO^ 0,4; KHgPO^ 0,1; NajMoO^ 0,001; FeC^O^ 



/ 2% de melaza de remolacha. 

4) Un metodo, segun relvlndlcaciones'l y 2, y caracterizado porque el 
mfcroorganismo empleado es Azorobocter vFnelondff 382 DSM y como fuente de carbono 
se emplea acldo benzofco all%, 

5) Un metodo, segun relvindfcaciones 1 y 2, y caracterizado porque el 
mlcroorganlimo empleado es Azorobocter vine land?! 382 DSM y la fuente de carbono es 
sacarosa al 1,5%, 

6) Un metodo, segun relvmdicaciories 1 y 2, y caracrerfzado por el - 
empleo de Azoroboct er vinelcndf 1 382 DSM y acefato sodico al 0,5% como foente de - 
carbono. 

7) Un metodo, segun reivindicaciones 1 y 2, y caracterizado por el - 
empleo de Azorobocter vmelondf I 382 DSM y etanol al 1%. 

8) Un metodo, segun reivindicaciones 1,4,5,6 y 7, y coracrerizado - 
porque el culrivo Hene una concentracion de ICHPO, de 0,64 g/l y de KH PO de - 

0,16 a/I. 24 

9) Un metodo, segun reivindicaciones I y 2, y caracterizado por el - 
empleo de las sfguientes estlrpes de Azofobqcfer: Azorobocter chm^^ ; 203, 204, 
205, 206 y 374 CECT; Arofobocter agile 210 CECT v Azorobacrer hrff «rfn^fr ifll . 
CECT. 

10) Un metodo, segun relvlndicacion 1, y caracterizado porque la fre- 
cuencia electrieo empieada varfa de 5 Hz a 200 KHz. 

11) Un metodo, segun relvlndicacion 1, y caracterizado porque la tem- 
perature del cultlvo es de 28*0. 

12) Un metodo, segun reivindlcaclon 1, y caracterizado porque el com- 
po electrieo se optica medlanfe la Introducclon de unos electrodes de plahno en el If- 
quldo mefaboiico. 

13) "METODO DE QBTENCION DE PROTEINAS Y AMINOACIDOS - 
ESENCIALES PARA LA ALIMENTACION, POR TRATAMIENTO ELEC7RONICO DEM 
CROORGANISMOS FUADORES DE N 2 ", tal y como se describe en el cuerpode esta" 




memorio y rslvlndicaclones que consta de 7 pagfnas escrlte por una sola cora. 
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